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は大腸菌から分離精製した tppおよび pup の性質















tpp活性の測定は Razzelおよび Khoranall) の
方法によった.すなわち16mMの thymidine,0.05M
succinate-0.05Msodiumarsenate(pH6.0)と酵













(pH6.0) と酵素を含む反応液 (0.25ml) を37oC10
分間反応させた後.0.5mlの20%Na2C03を加え,更 に
0.75mlの6倍稀釈の PhenoIReagentを加えて370









えて反応を止め,この間生 じた deoxyribose リン
酸および deoxyadenosineを Burtonの法15一によ
り測定 した.tppによる thymidine分解 を補正す
るため adenineを除いた反応液を同様に処理 し, こ
の値を上記の値から差引いたものを TDR 活性 と し
た.1分間に1m〟Moleの deoxyadenosineを生成
する酵素量を1unitとした.




6gの菌を Taketo及び Kunol)の方法に従 って
osmoticshockを行い.上澄液 (shocked fluid)





沈毅を約 1mlの0.05MTris-ClpH7.5に溶解 L Sep･
hadexG-200(2.6×50cm)カラム クロマ トグラフ
ィーを行った.tppは pupより僅かに遅れて流出す






MglycylglycinepH8.0で平衝化 した CPG-10 カ
ラムに流 し.同緩衝液を250ml流 した後.0.02MglyG･
ylglycinepH8.0で溶出 した.混在する pup は0.2
MKClを含む緩衝液で溶出され,tppは後者の緩衝液
で溶出される.
pup:shockedfluidを透析 して得 られた沈激 を
0.05MTris･ClpH7.5に溶解 し,遠心により不溶物を
除去 した後,DEAE-celuloseカラム (2.6×30cm)










'lloヵラム (1.6×30cm)に流 し,同緩衝液で溶出 し
た.表 1に両酵素 の精製結 果を示す.何れの辞素 も
shockednuidから約50倍に精製された.しかしデ ィ
















































Step Volume(7nL) Totalprein(呼) Totalacivity Yield(%) Spec ificactiv ty(unts′mg)_ pup(1mitS)** tpp(unis)* pup tpp
pup tppOsmoticsh∝kfluid 30 142 159 178 1
00 100 1.12 1,25Precipitateofdialyzedsh∝kfluid 6.0 42.61.42 88.6 12.9 56 8934.0D'EAE celulose (lst) 47 5 0 8.8 36岱 (2nd 29 438 212
27CPG-10 7,5 0.39 2.58 01.6 66.8Supematantofdi
alyzedsh∝kfluid 31 32.3 5.48 98.6 62
3.18SephadeX G-200 1.8 1.72 1.J32
48.8 30 28.8CP.G-10(1st) 3.8






グラフィーにおける挙動 :図2に tppおよび pupの SephadexG-20





















間の TDR反応 :tppおよび pup存在下
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に対 しては40〟Mであった.この値は tpp又は pup
の加 リン酸分解反応に対するKm値よりも着るしく小
さく.特に tppのKm値の約1/400である (表 2).
TDR反応の至適pHは約 6で tppおよび pup の





一定量使用 した場合,unit量として約 5倍 の tpp
で活性は飽和に達 し,tppを一定に した時 は約 3倍
の pupで飽和値に達する.両酵素問で特に stoichi
ometricな関係はない (図8).





























影響 :tppあるいは pupの加 リン酸分解反応は反
応液中に KClを加えても全く活性に変化はない.





















































ine問の TDR反応は加 リン酸分解反応と臭った en
zymeconformationで行われている可能性がある20)
pyrimidine-purine 問の TDR 反応は inuiuo
で tpp と pup の両酵素の必要なことは先 に報告
したg).本研究で inuitroにおける thymidine と
adenine問の TDR反応を調べた結果,予測通 り無
機 リン酸依存性ではあるが無機 リン酸に対するKm値
は40FLMで加 リン酸分解によるKm値 より着 るしく小
さい.特に本研究での assay法では初反応が thymi
dineの tppによる加 リン酸分解反応であるが,tpp
の加 リン酸分解に対するKmは1.7mMで TDR 反応
の約400倍の高値を示した.
























らず inuz'troでの活性は inz)ivoでの TDR反応
に比して極めて緩徐にしか進行しない.従って invi





























































adeninecatalyzed by these puriBed enzyme preparation were investigated.The
trans-deoxyribosylationwasabsolutelydependenton thepresenceorinorgaincph-
osphate.However,theKm valueForinorganicphosphatein transdeoxyribosylation
was40〃M which wasapproximately 1/4000rthatort恒･midine phosphorylase.
TheoptimalpH wasaround､6.Thetransdeoxyribosylationwassosensitiveto salt
in theincubation medium,that0.2M KCIinhibited thereaction completelytho-
ughthymidine phosphorylase and purine nucleoside phosphorylaseactivitieswere
unafected.Boththymidinephosphorylaseandpurinenucleosidephosphorylasewere
stronglyadsorbenttoCPG-10atpH 7.0in thepresenceof0.2m KCL whileno
adsorption wasobserved withoutKCI.Thisunusualproperty toghtherwith the
aboveresultssuggested thatthe transdeoxy-ribosylation between thymidineand
adeninewasnotasimpleconsecutive reaction of th)7midine phosphorylase and
purinenucleosidephosphorylase,butduetoacomplexformedbyweak interaction
betweentwoenzymes.OnhigherconcentrationofKCI,theenzymeswould probably
changetheirconformationalstructureto resultin failureto interact,inability of
efectivetransdeoxyribosylation,and unusualbehavioronCPG-10.
